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患者材料から分離 したイソニコチン酸

ヒドラジツ ト耐性結核菌のテンジク

ネズ ミに対する菌力について

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

佐 藤 直 行

(受付 昭和29年11月13日)

イソニコチン酸 ヒドラジヅト(】:NH)耐 性 結核菌の

実験動物に対する菌力に関しては,す でに多くの報告が

ある。これらの報告を概括すれば,テ ンジクネズミに対

しては皮下接種法忙よつて菌力の弱化を認め1)→),ハ ツ

カネズミに対 しては静脈接種法によつて弱化を認めない

という成績になる10)-14・のeこ れらの実験報告では,1-2

のものを除いて接種生菌数の規定がなく,さ らに重要な

条件として接種菌中の耐性菌の分布が不明確のものもあ

る.

ところで患者から分離 した 瓜H耐 性菌の菌力の減弱

は,治 療期間やその耐性度に関係なく5),患 者病状の改

善の有無とも関係がないといわれている勘。

著者は】〔NH治 療患者の分離結核菌群について,】NH

耐性菌の特異な消長を認め,こ の現象はその菌力の弱化

によるものではないかと考察したt4・'J)。

同一患者のMH治 療経過中にその喀湊から分離し

た・各種濃度のINH耐 性菌株について,皮 下接種法に

よつてテンジクネズミに対する菌力検査を行つた。さら

に別kの 患者から分離した14株 の 瓜H10γ/㏄ の完

全耐性株についても同様に検査 した。特に前者の菌力の

有無は既報の現象と関連があり,ま た]NH耐 性菌株中

には,テ ンジクネズミに対 し相当の菌力をもつものがあ

ることをみたので,以 下にその成績を報告する。

実 験 方 法

使用菌株としては,3例 の患者から0.05,0。5,5r/ce

の]〔NH含 有培地上で分離した菌株と,10γ/ecの 】NH

含有培地上で分離した14例 の菌株とを使つた。 これら

の菌株の多くは,分 離時に 工NHに 接触した以外は,テ

ンジクネズミに接種するまで 】圏Hを 含まぬ小川培地に

継代培養した。

小川培地継代2-8代 目の15-20日 培養菌から手振 り

法で菌液をつ くつた.そ のo.5mg/ecの ものをo.2cc

ずつ(湿 重量O.1mg),1菌 株 について5-6匹 の テン

ジクネズミ(体 重3εOg前 後)の 右下腹部に皮下注射し

た。

接種菌液のINH耐 性度は,O.5γ/ce以 上 のINH含

有培地上で分離した菌株では,1,5,10r/eeのINH含

有培地を用いて,10■i-10-5mg培 養によつて定量的に

判定すると同時に,接 種菌量e.1mg中 の生菌数をもと

めた。

rNH耐 性度が完全または不完全耐性と判定された場

合は,そ れぞれR,rと 表示し,あ るINH濃 度の培

地上で発育が阻止されたときは,8と 表示した。

接種したテンジクネズミは感染3-4週 後と,剖 検前

に100倍oldtuberculinに よつて ツベルクリン反応

を検査した。感染7-8週 後に ツベルクリン反応の判定

が終つて屠殺剖検した。 使用 した菌株の菌力の 程度は,

肉眼的観察所見と,脾 臓の培養による分離菌の証明とに

よつた。なお耐性菌感染群では,右 ひざリンパ腺の培養

を行つたものもある。

ツベルクリン反応の判定は,注 射後24時 間で行いそ

の硬結の両径を測定し,剖 検時の大きさだけを 表示 し

た。

リンパ腺 と内臓の病変程度は,そ の強さに応じて+か

ら+4ま でに 区分 し,1群 の全動物の リンパ腺と肺肝

脾の+の 数を合計 して,そ れぞれ1匹 あた りの平均数

をとつて結核症指数とした。

脾の培養は,全 臓器培養の 際には 滅菌蒸溜水O.5cc

を加 えて磨砕し,さ らに1%NaOH溶 液2.5㏄ を加

えた乳剤O.1ccず つを培養 した。ただしINH感 性 菌

感染群では約1/2の 脾 をとり,同 様に 処理して培養 し

た。

またいわゆる脾の定量培養法によつて,10,1,0・1my

の脾乳剤を培養 して,脾10mg中 の 生菌数を 出した実

験群もある。培養は小川培地3-4本 と,LNH含 有培地

2本 に行い,脾 内分離菌の]NH耐 性 度 を検 査 した。

10γ/ecのMNH耐 性菌 感染群では10γ/ceの 含有培地

を,そ の他の場合は0.05γ/ceの 培地を用いたe370C,

4週 培養後の成績から,培 地1本 あたりの平均集落数

(小数点以下匹捨五入)を 示した。

実 験 成 績

3例 の患者から分離した菌株の菌力検査の成績は表1
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に示した。患者No.22,24,31の 喀渓中INH耐 性菌

の特異な消長については既に報告しだ4・b)。

表1に 示す如 く,1NH治 療 開始前に分離した菌株

は,3例 ともテンジクネズミに対 して強度の菌力をもつ

ている。Nα22,24,31の 脾 病変程度はそれぞれ平均

2。0,22,2。8で あつて,中 等度ないし高度の菌力をも

つ菌株と考えられる。

他方1NHsr/ec含 有培地上で 分離された菌株のう

表1同 一患者から時期を異にして各種濃度の 】:NH含 有 培地上で分離した結核菌株の

皮下接種によるテンジクネズミに対する菌力の比較(感 染7-8週 後)

時
地
H

の

離
培
m
度
加ア

分
の
中
濃
ー

治
療
開
始
後
の
週

患

者

番

号

22前O

S5

100.5

ユ40.5

24前0

85

105

145

ユ80,05

31前0

65

85

105

145

180.05

220。05

225

接 種 菌 液

0.1mg】NH耐

中 の生 性 度*)菌

数

130。1040.05r

217●15510R

115。 コ0る1S

8.7・10s18

95。1040。05r

69・10410R

79。10「)10.R

3.7・10「)10R

5。1050.05R

65・1040.5S

4。6。ユOi10R

12。10β10R

36。10510r

4。5。10610R

5。1040.05R

4。1050.05R

1.2。10「}10R

動

物

数

ツ

ペ

ル
ク

リ

ン
反
応

結核症指数

脾

重

量

肺

肝

脾

リ

ン
パ
腺

@殉

536.2

625.5

622.8

522.3

9.0

1.6

0.8

1.6

6.0

0

(U

(U

(9)

3.4

0。6

LO

O.9

526.3

521.4

625.1

524.0

425.7

7.86.03。5

2.801.2

2.100.9

2.201.0

6.01.01.2

527.5

520。5

622.8

622.1

5212

524.6

322.1

322.3

10.0

1.6

2.5

3.0

22

8。6

3.7

1.7

8.22.5

00。9

01.0

00。9

01.3

0.81。2

0.71。0

00.8

脾の培養成績

対照培地上の集落数

◎脾10mg中 の生 菌
数を示す

蹴
,

(
V

O

66

AU

O

《U

劉+

0
,

q

"

ひ

ひ

ひ

ナ

3

ハU

ハ
V

ハU

十

つ

コ

ひ

《U

ハU

AU

街+

鉱

勾

翫

十3,十3,+2,+,105

26,4,3,0,0

28,18,2,1,1,0

7,0,0,0,0

◎ 十,12,1,0

十3,十2,十2,十2,十

14,1,1,0,0

21,3,1,0,0,0

21,6,1,0,0,0

◎53,49,12,3,1

◎360,357,160,53,13

@278,29,0

◎5,0,0

注 『}0・Oo"r二INHO・05γ/ce不 完 全 耐性,10R;INH10r/cc完 全 耐 性,1S:INHlr!epで 結 核菌 の発育

が 阻止 されて い る こ とを示 す。 そ の他 の例 も以上 の基 準 に従 つ て い る

ち,接 種時に10γ/ccの1NH完 全 または不完全耐性株

と判定した菌株では,内 臓に肉眼的所見を認めたものは

ない。しかし全例に20mm前 後のツベルクリン反応を

みている。また脾の培養では分離菌数が少なく,陰 性例

の個体が 多くなつている。 もつとも これらの分離菌は

10γ/ecの 完全耐性菌であ り,ま たひざリンパ腺の培養

も,施 行 した限 りでは全部多少の差はあつても陽性であ

つた。

またNo・22例 の治療開始後10,14週 時 に,O.5γ/cc

の培地上で分離した2つ の菌株 も,そ の 】:NH耐 性度は

不明であるが,と もにその菌力は減弱 している。

さらに0.05γ ノceの培地上で分離した菌株では,3株

とも内臓特に脾だけに 肉眼的病変をつくつては いるが,

決 して強い菌力をもつとはいわれない。

以上の成績から,こ れらINH耐 性菌の菌力は,治 療

開始前に分離した菌株にくらべると非常に減弱している

とみられる.

しかしながら,0.05rlccの 培地上で分離 した菌株の

菌力が,予 期したものより強力でなかつたので,分 離菌

群中の大部分が0・05γ/eeの 耐性菌で占められている26

週時に,3例 の喀褻材料を直接テンジクネズミに注射し

て菌力を検査 し,継 代培養後のそれと比較した。

その成績は表2に 示 した.す なわち前処理後の喀疾を

滅菌蒸溜水で10倍 に稀釈し,そ の0。2ceず つを直接皮

下に注射 した。接種した生菌数はユ0"前後であり,]U)qH

耐性度はNo・22で はO・05r/ecの 不完全耐性,Ne.24,

31で はO・05r/ccの 完全耐性を 示している。 それらの

菌力は・No・22・31の2菌 株では,治 療開始前の分離

菌株とほぼ等しい強度の菌力を示し,No.24の 菌株は

治療開始前の分離菌にくらべると,そ の菌力は相当弱化

していた。

ところがこれらの3株 について,対 照培地上で分離し
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脚

た菌株を継代し,そ の1代 目の培養菌を0.Olmgず つ

皮下接種した成績と比較すると注目すべき所見がみられ

る。すなわちNo・22,31の2菌 株では,継 代培養 ユ

代で著明な菌力の減弱が起 り,No・24で はそれほど大

きな差が ないといえる。 また 接種菌液と脾内分離菌 の

11∫H耐 性度にも特別の所見がある。O.05γノceの不完全

耐性株であるNo・22の 例 で は,継 代 培 養1代 で

0.05γ!ecの 耐 性 菌 の分 布 は,5:1か ら2・103二1に 変動

し,脾 内分 離菌 中か ら0.05γ/ceのINH耐 性 菌 が 証明

され てい な い。 この 事 実 は,O.05γ/eeの 耐 性 菌 とそ れ以

下 の濃 度 の感 性 菌 との 闇 にinvitroで は 発 育 速 度 とい

う点で,invivOで は両 者 の菌 力 に差 の あ る こ とを 示す

もの と考 え る。

次 に患 者 か ら分 離 した14株 の10r/eoの 】NH完 全

表2喀 撰直接接種 と継代培養 した分離菌株を接種したときのテンジク

ネズミに対する菌力の比較(感 染8週 後)

INH治 療開始後26週 時におけるN()-22,24,31の3例 について

患 接 種 菌 数

緬
耐
の

噺㎜
騨

し
菌
種
生
接
た
数

者

番

号

2294・10247:9

14・104十4:60

24120・ ユ0260:61

11・10411=18

31120"10260:61

4。10438:29

動

物

数

ツ

ベ

ル
ク

リ

ン
反
応

結核症指数

脾

重

量

肺

肝

脾

リ

ン
パ
腺

(mm)(9)

522.411.86.62.0

424.17.71。01ゆ0

52=L76.20.81.2

422.52.70.51.2

523.010.87.02.7

422.05.20.71.0

各動物の脾10mg中 の生菌数

小川培地上の集落数:O.05r/ec
]NH含 有 培地上の集落数 を

示す

1350:0,1075:0,

>400:0,>400:0,

81:31,13:12,

260:200,21:18,

1000:890,390:260,

11ユ:95,95:93,

790:0,

97二 〇,

14:12,

2二2,

350:300,

4:4,

715:0,600二 〇

31:0

11:0,9:8

0:0

160:140,30二20

1:1

注1)喀 疾接種による成績は上段に,継 代培養菌0・01mg接 種による成績は下段に示す

2)*小 川堵地上の集落数:INHO.05γ/cc含 有培地上の集落数を示す

耐性株のうち,と にかく内臓に肉眼的病変をつくつた5

株 と,比 較のための2株 の成績を表3に 示した。N()-7

株は小川培地に5代 継代した培養菌,No.5,8,15,27

の4株 は10γ/ecの 培地に7代 継代したものを接種し

た。

接種生菌数はみな10sの ◎rderか それ以上である。

表3患 者喀i疾から分離したINH10γ/cc完 全耐性株の皮下接種による

テンジクネズミに対する菌力の比較(感 染7-8週 後)

これら接種菌液のINH耐 性度は,脾 内分離菌とともに

完全耐性10γ/ccで あつた。 また剖検直前のツベルクリ

ン反応は全群とも20mm前 後の陽性であつた。肉眼的

所見としては,接 種部位側のひざ リンパ腺に限局する強

弱種六の病変をみた。内臓に肉眼的 変化をみたNo・7,

5,27,45,58の5菌 株の,脾 の肉眼的変化は,1匹 平

均 それ ぞ れ2。0,0,

O.8,0.5,1.2と なつ

ている.脾 からの分離

菌 接 種 菌 液

㏄
耐

の
*

酬
㎜
號

耀

数

0
。
中
菌

株

番

号

顎

760。105

519・105

860・104

ユ537●105

2769●105

4520・104

58ユ2・105

115;117

86:98

30:33

18:16

34:24

108:84

71:58

動

物

数

ツ

ペ

ル
ク

リ

ン
反

応

結核症指数

脾

重

量

肺

肝

脾

リ
ン
パ
肝

6

4

5

5

5

6

5

(mm)k9ノ

ユ8.27。63.ユ1.3

19.75.50。50。8

20。41。200.9

22.83.201.0

23.66.61。01.2

28.25砂60.61.ユ

23.56。81.61.3

脾の培養成績(全 臓器)

対照小川堵地上の集落数
をとつて示す

+,十,93,

108,95,65,

2,2,2,

6,3,2,

十2,115,53,

80,26,25,

+2,+,71,

C

0

ひ
菊

.

ウ

0

0

5

0

5

ひ

ナ

ひ

ひ

り

ひ

56

%

0

0

47

14

62

注*小 川培地上の集落数:INH10r/ec含 有培地上の集落数を示す

c:雑 菌の迷入を示す

生菌数は,結 核症指数

の大小に準じて多くな

り,1群 のほとんど全

例から菌が証明されて

いる.肉 眼的所見が認

められずに,1群 の全

例から分離培養陽性と

い う2例 もあるが,そ

の他 はNo.8,15の

菌株にみるように分離

菌数が少なく,特 に分

離培養陰性の個体が多

くなつている.

表4と してテンジク
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ネズミに対 し内臓に肉眼的病変を つくつた,No.7,5.

27の 菌株を分離 した 患者について行つた,直 接法によ

るINH耐 性検査の成績を示した。実験に使用した菌株

は,治 療開始後50週 目に分離 したものである。表4の

成績では,分 離結核菌群中の10γ/㏄ の 工NH耐 性菌の

分布率は不明である。しかし治療開始後22週 時と50

週時の成績を比較 し,さ らにそれら菌株の菌力の強弱と

を対照すると意味ふかいものがある。

表41NH治 療患者の喀疾中結核菌の

直接法によるINH耐 性検査成績

(表3に あげたうちの5例 だけを示す)

患
者
番
号

INH治 療開始後の経過週 日

1461014182250

7

5

8

15

27

十4十3十3十2十2十4十4

00十 十 十2十4-十3

十4十410000十2

000000十

+3720十2十2十3+3
0003056十 十3

十8十4十3+3十3十4十3

0十3十2+十2十4+3

+4十320十2100十4十4

000十289十4十4

十4

+3。5

十3

十2

十3

十

十3

十

十4

十3。5

注1)1%KH2PO、 培地使用,37℃4週 培養後の判

定成緩

2)各 患者の成績は,上 段対照培地上の発育菌量

(数),下 段INH10γ!6c含 有 培地上の発育菌量

(数)を 示す

3)発 育菌量は+か ら+4ま で肉眼的に判定し

た

すなわちINH耐 性検査の 成績が2つ の時期で大差

のない・N()"7,5,27の3株 はテンジクネズミに対し

て菌力を発揮している。これに反し,10r/ecの 完全耐性

から不完全耐性にINH耐 性値の 読みが変化している,

No・8・15の2株 の菌力は 非常に弱化している
。この

うち既報14・9の継代培養 しても菌群の構成が 変動しない

Ne・7株 の菌力が,最 も強いことは注目1こ値する。 しか

しN(}-5・27の2株 の菌力も決 して強毒と.はいいがた

く,む しろ弱毒でないとすべきであろう。

考 察

皮下接種法という条件の下で,人 体内で耐性を獲得し

たINH耐 性菌のテンジクネズミに対する菌力は,治 療

開始前に分離した菌株のそれと比較すれば相当滅弱して

いるものが多い。 しかしすべてが弱毒菌という範囲内に

入れられるものばかりではない。

テンジクネズミにつ くる病変は,】=NH感 牲 菌 で は

progressiveで あるのに対 し,INH耐 性菌ではre・

gre鯛iveで あ ると報告されている9)・聯e

実験群毎に宿主 であるテンジクネズミの条件が異つて

お り,し かも感染後7-8週 時の剖検所見を もつてその

菌力を測 り,そ れを相互に比較して人体内における菌力

まで推定しようと試みることは,な お難点のあるところ

である。 しかしテンジクネズミに対する菌力の強弱が,

その菌株の人体内に おける菌力を 反映するものとすれ

ば,表1,2に 示 した成績から,既 報の人体内における

INH耐 性菌の特異な消長をたどる現象は,そ の菌株の

菌力の減弱とい う性質によつて説明できると思 う。

もつともINHO.05r/ccの 耐性菌と10r/ccの 耐性菌

の菌力の差は,そ れ程大 きくはない。テンジクネズミに

対する両株の菌力差では,生 体内の現象を説明すること

はできないといえるかもしれない,し かし喀湊を直接接

種した場合と,継 代1代 後の培養菌を 接種した場合と

で,O・05r!㏄ の耐性菌の菌 力に 著明な 差が生じた現象

は,菌 力の分析に強い反省を与えるものがある。それと

ともにO.05r/ccの 耐性菌は10r/eeのINH耐 性菌よ

り強い菌力をもつことを示していると思う。ただ急激に

菌力が減弱 しているその機作は明らかでない、

他方10rlecの]〔NH完 全耐性菌でテンジクネズミに

対 し,相 当強度の 菌力をもつ1菌 株を みることができ

た。この菌株を分離した患者のD田 耐性検査の成績か

ら,分 離菌群中の耐性菌の分布率の変動が明らかにされ

ていれば,人 体内における耐性菌の消長 とINH耐 性菌

の菌力との関連性をつかみえたと思う。

すなわち生体内の 】㎜正【耐性菌の消長を決定する因子

は,そ の菌力の強弱いかんによるといいうる。 しかし皮

下接種法によつてテンジクネズミに対 し,強 い菌力をも

っ 】園H耐 性菌をみたという報告を知らない。弱毒菌に

遭遇する機会が多いのに反して,中 等度以上の強い菌力

をもつたIKH耐 性菌は,invitro,inviVOと もに非

常に稀なものなのであろうか。 しか しさきに設けた考え

方から,工NH耐 性菌が相当程度の強い菌力をもつてい

る場合は,分 析的に行われた耐性検査の結果から判定で

きようeす なわち分離菌群中に分布する1NH耐 性菌の

割合が,治 療経過とともに増加 し,畏 く完全耐性菌を排

出する例では,強 毒菌を排出しているものとしなければ

ならない。それ故,】=NH耐 性菌は弱毒菌であるから,分

離結核菌が完全耐性菌におきかわることは,患 者にとつ

て有利であると考えることがあれば,そ れは生体内の現

象を十分 考察しない ためである.患 者から排出される

INH耐 性菌が弱毒であれば,い わゆる完全耐牲菌を分

離されることはなく・やがて減少消失という現象がみら

れ・他方INH完 全耐菌を排出している例では,そ の耐

性菌の菌力は強毒であることを銘記すべきではなかろう

か。

しかし菌力の弱いというINH耐 性菌が,人 体内では

弱毒菌でないとするものがある15)。

34-一
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臨床的検査方法で完全耐性菌を排出している患者を長

期観察すると,臨 床的所見の増悪をみるものがあるとい

う事実をもつて,そ の説を根拠づけている。

この臨床的の事実に対する解釈は,も しその工凶H耐

性値が真に分離菌群の構成が完全耐性菌であることを示

しているとすれば,INH耐 性菌の 菌力がすべて減弱し

ているものとした前提に誤 りがあるといいうる。他方相

当の割合でINH感 性菌の混在 していることを考えねば

ならぬような,臨 床的耐性検査法によるINH完 全耐性

菌であれば,臨 床的所見の増悪に関与 しているものは,

菌 力の強い感性菌でないとはいえない。この臨床的所見

の変化と 】NH耐 性菌の菌力との関連性をつかむために

も,分 離菌群のINH耐 性度の精細な分析,少 な くとも

分離菌群中のINH耐 性菌の分布を知ることの必要性を

強調したい。

以上の実験成績に対する考察から,1=NH耐 性菌の菌

力を支配する因子が,耐 性獲得とい う以外の因子によつ

て支配されていることは明らかである5)。多 くのINH

耐性菌の菌力が,減 弱しているため,耐 性獲得と菌力と

の閤に関係があるように見えるが,同 じINH耐 性菌株

を用いてテンジクネズミとハツカネズミに対する菌力の

評価が異つて いるとい う報告は9)・iO)・13),菌力の分析上

興味ふかいものがある。

またINH耐 性菌の 】』δwenstein.培 地上の発育が,

eug◎nicか らdisgonicに なるに従つてテンジクネズミ

に対する菌力が弱化すると述べられているS)。この点ス

トレブトマイシ耐性菌の菌力が,Sautonpotato培 地上

の発育形式の遅速と関連している現禦6)と 共通 している

ものがあるようである。

結 論

患者から分離したINH耐 性結核菌の 皮下接種によ

る,テ ンジクネズミに対する菌力を調べた。その成績か

ら菌力の滅弱している菌株については,人 体内における

INH耐 性菌の減少ないし消失という現象と相関連 して

いることを示した。他方テンジクネズミに対して相当強

い菌力を示す耐性菌を みたことから,生 体内において

]NH完 全耐性菌の 出現の可能性を推定 した。従つて生

体内のINH耐 性菌の運命を決定する因子は・その菌力

の強弱いかんによると考え,さ らにINH耐 性獲得と菌

力の変異とは,相 互に無関係の因子によつて支配される

ものであることを示した。

柳沢部長の御校閲を深謝する。実験上援助 された上

野一恵,岡 本茂広両君に感謝する.
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